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摘 要 大 熊猫 气味 标记 在 其 个 体 间 的 通讯 中 具有 重要 意义 。 用 不 同方 法 收集 了 7 只 大 能 
ЖЕН 9 个 气味 标记 样品 ， 运 用 Inatagene Кі 制备 出 了 DNA。 采 用 PCR 扩 增 线粒体 了- 环 区 
和 细胞 色 罕 b 基因 、Thr-tRNA 基因 片段 并 作 序 列 分析 。 结 果 提 示 ， 不 同 收集 方式 所 得 气味 标记 
样品 均 有 DNA、 但 用 二 棉花 棒 收 集 样品 的 方法 最 性 。 该 方法 为 大 熊猫 的 遗传 多 样 性 研究 提供 了 
新 的 简捷 有 效 的 DNA 来 源 。 


жил хв. ир, рална /52|% Мү 
中 图 分 类 号 0059.838 


大 能 猎 【Aizurotpoada melanoleuca ) 被 IUCN 列 为 濒危 动物 之 一 。 据 调查 ， 目 前 野外 
生存 的 大 熊猫 仅 1 000 只 左右 {Zhou 等 ，1996)。 大 甬 猫 赖 以 生存 的 自然 竹林 逐渐 减少 和 
分 散 分 布 也 影响 着 大 熊猫 的 生存 数量 。70 年 代 中 期 性 子 大 面积 自然 更 新 使 大 熊猫 的 生存 
受到 影响 ， 近 年 来 大 熊猫 栖息 地 生境 频 遭 人 为 破坏 ,很 多 地 方 的 种 群 数量 仍 在 不 断 下 降 ， 
这 一 现象 引起 了 各 国 科 学 家 的 高 度 关注 (ӨНЕ, 1991). ІШКЕ. БӘРЖЖЕНМЕ 
护 对 策 ， 必 须 深 入 了 解 大 盘 猫 自然 群体 的 遗传 结构 。 沿 用 传统 的 方法 从 自然 群体 中 采集 遗 
ЕТЕНЕ 《如 血液 或 其 他 新 鲜 组 织 等 ) 通常 十 分 困难 ， 甚 至 有 时 是 不 可 能 的 。 因 此 ， 寻 
找 简 单 、 便 捷 的 非 损 伤 性 {non-invasive) DNA 制备 途径 与 方法 显得 极为 必要 。 

许多 动物 都 有 遗留 自己 气味 作为 标记 的 习性 ,大熊 猎 亦 然 。 大 能 猎 尾 基部 有 一 段 腺 
体 ， 经 常 从 此 腺 体 中 分 洲 一 种 气味 并 将 其 留 在 岩石 、 树 木 、 草 丛 等 处 。 野 外 观察 表明 ， 大 
能 猫 在 一 定 区 域 活 动 时 ， 常 在 一 定位 置 留 下 气味 标记 (scent mark)， 可 必 个 剧 存 在 的 识 
别 。 发 情 期 间 ， 气 味 标记 活动 的 频率 增加 ， 以 促进 两 性 间 的 信息 交流 。 这 些 迹象 表明 ， 气 
味 标记 在 大 盘 猫 个 体 间 的 通讯 中 具有 重要 作用 。 但 目前 对 大 熊猫 气味 标记 的 成 分 、 确 切 功 
能 和 详细 机 理 尚 不 十 分 清楚 。 由 于 气味 标记 物 是 留 在 大 熊猫 体外 的 ， 因 此 ， 可 以 在 不 直接 
接触 动物 的 前 提 下 ， 采 集 到 气味 标记 样品 。 这 样 就 为 我 们 研究 大 熊猫 的 保护 遗传 学 提供 了 
一 种 更 加 方 重 的 取样 途径 。 而 大 熊猫 的 气味 标记 物 中 是 否 保留 有 DNA， 能 否 用 之 于 保护 
遗传 学 研究 ， 无 疑 是 十 分 有 趣 的 问题 。 


Ф 联系 人 e-mail: zhangyp@ public. km.yn.cn 
本 文 1997- 1-13 ІІ, 1998-04-07 Ф 
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近年 来 ， 一 些 简 单 、 快 速 、 非 损伤 性 取样 分 离 制备 ОМА 的 方法 相继 建立 例如 毛 
х. ЕЖ. Е. ЖЕЙ. ЖОЗЕ (Насосы 等 ，1988; Zhang 等 ，1994), 但 气味 标记 
的 研究 则 尚未 见报 道 。 


1 材料 和 方法 
1.1 5 в 


我 们 共 收 集 了 7 只 个 体 的 9 个 气味 标记 样品 。BaiYun、ShiShi 的 血液 样品 来 自 于 美国 
San Diego ғооо 取样 情况 见 表 1 


жі 本 研究 中 所 用 样品 
Table 1 Samples wsed іп present stody 


样品 编号 呼 名 性 别 样品 状 况 取样 时 间 取样 地 点 
1 BaiYun + ша 1996 -09 ”圣地亚哥 动物 园 
2 ShiShi 了 ши 1996-09 圣地亚哥 动物 园 
3 YouYou 7 温 沈 蒸馏 水 的 括 花 要 收 集 的 气味 标记 1995-08 ”北京 动物 园 
4 LiangLiang 7 ШБК НЯ Ч ча 。 1995 一 08 ”北京 动物 园 
5 LiangLiang 7 于 搬 花 氛 收 并 的 气味 标记 1995-08 ”北京 动物 园 
6 YongYong % татти 1595-06 北京 动物 园 
7 YingYing 7 БЕ РА 2,5 ТЗ 1995-08 хаты 
8 100357 7 ТЕНЕУ 1994-09 ФЕНИЯЫ 
9 100357 7 ВЕНЕ к а 1994-09 +85398 
10 5ыб5ы 7 留 在 树 皮 上 的 气味 标记 1997 - 01 - 圣地 亚 哥 动物 园 
11 ВаҮш % 。 留 在 草地 上 的 气味 标记 199% -01 ”圣地亚哥 动物 园 

1.2 рма 的 制备 


用 经 灭 菌 处 理 的 剪刀 前 下 一 小 块 沾 有 气味 标记 的 棉花 或 草皮 (对 于 树 皮 样 品 ， 用 液 气 
浸泡 碾 碎 )， 置 于 1 .5 mL Eppendorf 管 中 ， 加 人 250 mL InstaGeneIM Matrix (ВіоКад), 在 
旋涡 振 落 器 上 振 萝 均匀 ， 置 于 56 筷 水 浴 锅 温浴 过 夜 。 在 旋涡 振荡 器 上 振 葛 10 s、 煮 沸 15 
тіп 后 ，14 000 r/min 高 心 3 minmn， 上 清流 即 可 直接 用 于 РСВ 反应 。 

1.3 РСЕ 

2 对 扩 增 线粒体 部 分 片段 的 引物 根据 大 熊猫 DLoop 区 序列 (Zhang %, 1994), Ж 
体 细胞 色素 b 基因 和 Thr-tRNA 基因 的 部 分 片段 设计 《Anderson ЗЕ, 1981) 93-60% 
Ж 0-1 оор 区 、 细 胞 色素 b 基因 和 ThrtRNA 基因 的 部 分 片段 。 

РСЕ 每 50 pL 反应 体积 包括 : 38 pL ddHzO, 5 pL 10х Pfu Buffer, 2.5 pL dNTP (4 
mmol/L), 1 pL Primer L992/L15513 (10 pmol/L), 1 pL Primer Н1142/Н15915 (10 
Lmol/L), 0.5 pL Cloned Pfu ОМА Polymerase (2.5 unit/uL), 2 І. DNA (上 清 液 )。 

1.4 DNA 测序 及 分 析 

РСВ 产物 经 2% 低 融 点 琼脂 糖 凝 胶 回 收 {low-melting seaplaggue agarose, ЕМС), ІЛ- 
trocleanIM15 Kit 纯化 ， 纯 化 产物 直接 在 373A 型 ОМА 全 自动 测序 仪 上 进行 测序 。 测 序 反 
应 根据 厂家 提供 的 条 件 用 Perkin-Elmer/Applied Biosystems Division (PE/ABD) Әуе Termi- 
nator Cycle DNA Sequencing Kit (Foster Сиу, СА, USA) 进行 。 

2 对 PCR 引物 分 别 用 于 作 测 序 反应 。 每 一 片段 均 从 正 反 两 个 方向 测序 ， 以 保证 序列 
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的 准确 性 。 所 测序 列 用 РС/СЕМЕФ 6.6 软件 (IntelliGenetics，Ine. ) 进行 排序 ， 肉 眼 检 
查 。 


28 ж 


我 们 从 BaiYun 和 ShiShi 2 只 大 熊猫 血液 中 提取 ОМА 作为 阳性 对 照 ， 用 大 熊猫 特异 的 
引物 L992 ЖІ Н1142 扩 增 线粒体 DLoop 区 中 较 小 的 片段 ， 得 到 了 约 196 bp 的 PCR 产物 
(图 1)。 为 了 进一步 验证 扩 增 产物 的 可 靠 性 ,我们 对 PCR 产物 进行 了 测序 ， 去 除 引物 序 
列 后 得 到 了 147 bp 的 序列 (图 2)。 


10 28 30 40 Т 
АТОСАТАТАА ОСАТОТАСАТ АС1бТОСТТО ОСТІТАСАТС АОСАТАСТСА 
60 2! 90 100 
ТТАСААСААС ТІАТТТСААС ССАТАСТСТА TGAGCATGTA TFTCACTTAG 


110 120 3 
TCCAGGAGCT ТСАТСАССАА ОССТССАСАА АССАССААТС СТТОССА 
А 


图 2 大 熊猫 气味 标记 样品 线粒体 D-Loop 序列 比较 
Fig.2 Alignment for mtDNA D-loop region from different scent mark samples 
仅 105 位 出 现 多 态 ， 其 中 样品 4 一 7 号 为 后， 其 余 均 为 С [only position 105 shows 
polymorphism，samples 4 - 7 аге А апі ће others аге С]. 


为 了 检测 从 气味 标记 样品 中 制备 的 DNA 片段 大 小 的 保存 情况 ,我 们 又 用 了 1 对 较 保 
守 的 引物 L15513 和 Н15915 扩 增 线粒体 细胞 色素 b 基因 和 Thr-tRNA 基因 较 长 区 域 ， 结 
果 在 所 有 样品 中 均 扩 增 出 了 约 449 bp 的 较 太 片段 〈 图 3) ， 对 PCR 产物 进行 序列 分 析 ， 去 
除 引 物 序 列 后 得 到 了 与 399 bp 相 一 致 的 结果 (图 4)。 


3 讨论 


我 们 选用 的 2 对 引物 都 是 扩 增 线粒体 较 保 守 的 区 域 。 引 物 L992 和 H1142 扩 增 的 线 粒 
Ж D-Loeop 区 序列 中 ， 只 有 位 置 105 的 地 方 有 变异 , 为 G 和 A 之 间 的 转换 (transition)。 
Zhang 等 (1997) 在 研究 大 熊猫 线粒体 序列 变异 和 遗传 多 样 性 时 ， 在 同一 位 置 也 发 现 G 和 
A 之 间 的 转换 。 说 明 此 位 置 是 1 多 态 位 点 。 除 此 位 置 外 的 其 他 146 bp 显示 了 完全 一 致 的 
序列 。 在 细胞 色素 b 基因 和 Thr-tRNA 基因 的 399 bp 序列 中 没有 变异 ， 显 示 了 高 度 保守 
性 。 序 列 分 析 结 果 表 明 ， 我 们 制备 的 ОМА 为 大 能 猫 本 身 所 有 ， 而 非 污染 造 成 。 

在 我 们 收集 的 7 只 大 能 猫 的 9 个 气味 标记 样品 中 ， 共 有 5 种 不 同 的 取样 方式 。 其 中 浸 
混 蒸 饮水 的 棉花 棒 收 集 的 YouYou 气味 标记 样品 〈 图 1 和 3; 泳 道 3)， 留 在 树 皮 上 (图 1 
和 3: 泳 道 10) 显示 了 较 弱 的 РСК 产物 带 。 我 们 用 于 PCR 扩 增 的 模板 量 均 为 ы, Н 
此 ， 可 能 是 因为 DNA 分 离 制备 时 得 到 的 量 不 足 或 者 由 于 未 能 完全 除去 样品 中 的 抑制 剂 导 
致 低 效 的 扩 增 【Nollau 等 ，1996)。 干 棉花 棒 或 乙醇 浸 湿 的 棉花 棒 收 集 的 气味 标记 样品 得 
到 了 较 强 的 PCR 扩 增 带 , 显示 了 较 好 的 扩 增 效果 。 考 处 到 用 乙醇 漫 湿 棉 花 棒 操 和 作 起 来 不 
如 干 棉花 棱 方 便 ， 因 此 用 干 棉花 棱 收 集 大 熊 猫 的 气味 标记 样品 为 最 佳 方法 。 

从 表 1 的 取样 时 间 可 以 看 出 ，100357 号 个 体 的 2 个 样品 采 于 1994 年 9 月 ， 离 本 实验 
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M123456789101112 





Ші 线粒体 DLoop 区 (引物 L992 和 Н1142) 
196 bp 的 扩 增 结果 (2%1ХТАЕ 琼脂 糖 凝 
Ж) 

Fig.1 А 196 bp РСВ product from mtDNA D-loop 
region amplified with primers 1992 апа 


196bp 


M123456789 10 11 12 


449bp 





3 ае ЪЗ ТЕМА 基因 序 
列 区 (51 97 115513 和 Н15915) 449 bp 的 

扩 增 结果 (2%1ХТАЕ НЕЕ) 
Fig.3 А 449 bp РСВ product от mtDNA суі Б 
gene апа Thr-tRNA gene region amplified 


Н1142 (2% 1ХТАЕ agarose gel) with primers 115513 апд Н15915 (2% 
М: 分 子 量 标记 (100 bp ОМА ladder); ЖЯ 1—11: 对 1XTAE agarose реј) 
应 样品 1 一 11 ( 表 1); ЖОЙ 12, 阴性 对 照 [M: м. 分 子 量 标记 (100 bp ОМА ladder); 泳 道 1 一 11: 对 
marker (100 bp DNA ladder). Lane 1 – 11; same ог- 应 样品 1 一 11 ( 表 1); 泳 道 12; НЕЯ (М. 
Фет аз samples 1 — 11 (ТаЫе 1); Lane 12: negative marker (100 bp ОМА ladder); Lane 1-11: зате or- 
nontrol] дет as загпріез 1 — 11 (ТаМе 1); Lane 12，megative 
eontrol] 。 


20 30 40 50 
ТАССССТОСА ААТССАСТАА СТАССССОСС АСАТАТТААС ССТОААТООТ 


60 70 80 90 190 
АСТТТСТАТТ ТОССТАСОСТ АТССТОСОАТ СТАТСССТАА ТАААСТАСОА 


110 120 130 140 150 
СОСОСТСОСТАС СТСТААТСТТ СТСТАТТСТА АТТСТААСТА ТТАТТССАСТ 


160 1% 180 190 200 
АТТАСАТАСА ТССАААСААС СААССАТСАТ АТТСССАССТ СТААСТСААТ 


210 220 230 240 250 
ОСТТАТТСТС АСТССТАСТА ССАСАССТАС ТСАСАСТААС АТСААТСОСА 


260 300 
ССАСАСССАС ТАСААСАССС СТТСАТТАТТ АТТООССААТ ТОСССТСТАТ 


310 120 330 340 350 
ТСТСТАСТТТ АСААТТСТІС ТАСТАСТТАТ АССТАТСАСТ ОСАТТАТТО 


КО 370 380 мп 
АСААТАОССТ СІСААААТСОА АОАСТСТТТО ТАСТАТАТТА АГТАСТТТСО 


4 大 熊猫 气味 标记 样品 线粒体 细胞 色素 b 基因 和 Thr-tRNA 基因 序列 
Fig.4 ОМА sequences for mtDNA Cyt b репе and Thr-tRNA gene regions from 
different scent mark samples 
11 个 样品 中 末 检 出 多 态 ; 1 一 373， 细胞 色素 b 基因 ; 374 一 3 物 ，Thr-tRNA 基因 [no 
polymorphism shows among al] 11 загпріев; Sites 1 — 373, Cyt b gene; Sites 374- 399, 
Thr-tRNA gene]。 
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进行 时 间 已 长 达 2 年 半 。 尽 管 如 此 ， 不 但 能 扩 增 出 较 短 的 196 bp 左右 的 片段 ， 而 且 同 样 
能 扩 增 出 较 长 的 约 449 bp 的 片段 。 说 明 气 味 标记 样品 中 的 ОМА 能 够 完好 保存 ， 从 而 可 以 
提供 丰富 的 DNA 信息 。 

由 于 大 熊猫 将 气味 标记 分 泌 在 局 转 的 生活 环境 中 ， 因 此 可 以 在 不 直接 接触 动 物 的 前 提 
下 收集 到 气味 标记 样品 ， 这 样 就 避免 了 保定 、 麻 醇 等 容易 刺激 、 损 伤 动物 的 手段 ， 对 动物 
本 身 不 造成 任何 应 激 反 应 ， 有 利于 动物 的 健康 与 保护 。 

综 上 所 述 ， 收 集 大 熊 猫 的 气味 标记 是 一 种 新 的 切实 可 行 的 DNA 采样 法 ， 操 作 简 便 ， 
不 需要 特殊 的 仪器 设备 ， 一 般 实 验 室 均 可 完成 。 此 方法 的 建立 将 在 大 熊猫 的 保护 址 传 学 等 
研究 中 发 挥 重要 的 作用 。 


致谢 本 研究 得 到 Тһе Zoological Society of бап Diego 和 国家 杰出 青年 科学 基金 的 资 
助 。 感 谢 L.Chemnick 女士 在 实验 中 的 大 力 帮 助 。 
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Abstract 


Scent marks secreted by giant pandas may function as communication among individuals. 
We collected піпе scent mark samples from seven giant pandas with different sampling meth- 
оф. DNAs чеге successfully prepared with INSTAGENE kit. Тһе mitochondrial ОМА D- 
оор, cytochrome Ь репе апі Thr-tRNA репе геріопѕ уеге amplified апа the РСВ products 
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5 期 Т 被 等 ， 大 熊猫 气味 标记 ОМА 的 制备 和 序列 分 折 349 


were purified апа sequenced. Our results suggest that DNA from scent marks сап be obtained 
{тота samples collected with different methods. А cotton stick is а best sampling way compared 
with other methods，Our work shows а new simple апа efficient ОМА source for studying on 
genetic diversity of giant pandas. 
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“西南 地 区 首届 动物 学 学 术 研 讨 会 ”召开 


“西南 地 区 首届 动物 学 学 术 研 讨 会 ”于 1998 8 А 2—7 日 在 四 川 省 峨眉 山 市 成 功 举行 。 这 次 会 议 是 
由 云南 、 贵 州 、 四 川 、 重 庆 4 省 市 动物 学 会 联合 主办 的 ， 来 自 云 、 贵 、 川 、 演 等 省 市 的 动物 学 及 野生 动 
物 保 护 的 科研 、 教 学 、 管 理 等 方面 的 科技 工作 者 84 人 参加 了 会 议 。 会 议 收 到 学 术 论 文 〈 包 括 全 文 和 摘 
Ж) 104 篇 ， 有 强 位 专家 和 科技 人 员 在 大 会 做 了 专题 报告 和 学 术 交 流 。 中 国 动物 学 会 理事 长 宋 大 祥 教 
授 、 四 川 省 科 协 分 别 给 研讨 会 发 来 了 杭 电 和 闹 信 。 在 全 体 与 会 者 共同 努力 下 ,会议 达 到 了 促进 交流 、 繁 
茉 学术 的 预期 目的 。 

这 次 会 议 的 内 容 十 分 丰富 。 从 收 到 的 论文 和 会 议 交流 的 内 容 来 看 ， 既 包含 了 原虫 、 线 点 、 昆 点 、 软 
жәнЕ», Хат. НЕ, КТЖ. БИЯ Жа Н: 既 有 实验 室 的 研究 
报告 ， 又 有 现场 调查 的 总 结 ; 茎 有 调查 、 管 理 、 经 验方 面 的 报告 ， 又 有 分 子 生物 学 、 遗 传 学 、 保 护 生 物 
学 、 保 护 管理 学 等 新 技术 、 新 方法 、 新 理论 的 综述 和 介绍 ; 工 有 动物 学 的 基础 研究 ， 又 有 野生 动物 及 其 
保护 的 应 用 和 建议 。 中 国 科 学 院 尾 明 动物 研究 所 赵 其 昆 教授 报告 了 关于 峨眉 山 藏 猕猴 种 群 行为 的 最 新 研 
究 进展 ， 引 起 了 与 会 者 的 浓厚 兴趣 ， 并 深 受 启发 。 

这 次 会 议 是 建国 以 来 西南 地 区 首次 联合 举行 的 动物 学 学 术 研 讨 会 。 会 议 为 广大 动物 学 科技 工作 者 提 
供 了 一 次 学 术 交 流 的 极 好 机 会 。 不 公有 一 些 老 专家 、 老 教授 在 会 上 报告 了 他 们 的 研究 成 果 ， 更 有 不 少年 
轻 的 动物 学 科技 工作 者 走 上 讲台 ， 特 别 是 有 一 些 在 读 研 究 生 也 纷纷 上 人 台 报 告 。 会 议 还 进行 了 热烈 的 讨论 
和 探索 ， 洋 洲 着 浓厚 的 学 术 气 氛 。 

交 访 中 也 反 册 出 妓生 动物 保护 事业 面临 著 十 分 严峻 的 形势 。 随 着 人 类 社会 对 自然 的 开发 利用 ， 大 量 
玻 伐 森林 ， 环 境 受 到 严重 污染 ， 动 物 的 生存 环境 遭 到 了 空前 破坏， 数量 急剧 碱 少 ， 不 少 物 种 都 面临 著 绝 
灭 的 危险 。 会 议 认为 ， 动 物 学 工作 者 应 成 为 保护 生物 多 样 性 、 保 护 人 类 和 动物 生存 环境 的 积极 倡导 者 和 
实践 者 ， 并 且 应 加 强 动 物 学 的 基础 研究 、 应 用 研究 和 动物 保护 管理 的 研究 。 

与 会 者 充分 肯定 了 这 种 省 市) 之 间 联 合 召 开 研讨 会 的 形式 ， 认 为 这 对 于 推动 种 省 市 动物 科学 发 展 
和 各 学 科 之 间 相 互 促进 将 会 起 到 积极 作用 ， 对 于 野生 动物 及 其 生态 环境 的 保护 也 会 起 到 很 好 的 推动 作 
用 。 会 议 认为 这 种 形式 应 该 继续 下 去 ,使 之 成 为 我 国 西南 地 区 重要 的 学 术 活 动 。 会 则 ,各 省 市 动物 学 会 
负责 同志 就 办 好 今后 的 西南 地 区 动物 学 学 术 研 讨 会 举行 了 联系 会 议 。 根 据 与 会 者 的 意见 ， 初 步 决定 第 二 
届 动 物 学 学 术 研讨 会 于 2000 年 在 云南 省 召开 。 

会 议 得 到 了 中 国 科学 院 成 都 生物 研究 所 、 四 川 省 林业 厅 、 四 川 省 动物 学 会 、 四 川 省 寄生 点 病 防 治 研 
究 所 、 成 都 大 能 猫 繁 育 研 究 基 地 等 单位 的 大 力 支持 和 赞助 。 
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